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(§) Verfahren zur lichtoptischen Abtastung eines Objekts und Rastermikroskop zur Anwendung des Verfahrens 

® Ein Verfahren und ein Rastermikroskop (1) zur Anwen- 
dung des Verfahrens zur lichtoptischen Abtastung eines 
Objekts, vorzugsweise bei der Raster mikroskopie, insbe- 
sondere bei der konfokaien Laserscanning-Mikroskopie, 
wobei die Intensitat des Lichts geregelt wird, ist zur Opti- 
mierung der Signalausbeute schon wahrend der eigentli- 
chen Datenaufnahme bzw. Messung dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Regelung in Abhangigkeit von der je- 
weiligen Fokusposition (2) im Objektbereich (3) desgera- 
sterten, fokussierten Lichtstrahls erfolgt. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriffl ein Verfahren zur licht- 
optischen Abtastung eines Objekts, vorzugsweise bei der 
Rasterniikroskopie, insbesondere bei der konfokalen La- 5 
serscanning-Mikroskopie, wobei die Intensitat des Lichts 
geregelt wird. Weiterhin betrirTt die Erfindung ein Rastermi- 
kroskop zur Anwendung des Verfahrens zur Intensitatsrege- 
lung des Lichts. 

Verfahren der gattungsbildenden Art werden in einer 10 
Vielzahl von Bereichen eingesetzt, die Intensutatsregelung 
des Lichts dient hierbei in erster Linie der Bereitstellung ei- 
ner LichtqueUe mit einer von der Zeit unabhangigen kon- 
stanten Lichtintensitat. Einen konstante Lichtintensitat ist 
hierbei eine VorausseLzung fur quantitative Untersuchun- 15 
gen. 

Beim Vbrliegen eines geringen Sign al-zu-Rausch- Ver- 
nal tnisscs, insbesondere bei der konfokalen FIuorcszcnz-La- 
serscanning-Mikroskopie, kommt das sogenannte "Auto- 
Gam"- Verfahren zum Einsatz. Lediglich beispielhaft wird 20 
auf die US 4 412 246 hingewiesen, bei der fur sich gesehen 
ein Verfahren zur Anpassung eines Polarisations- oder Inre- 
fcren/.-Vldeo-Mikroskopsystems unter Verwendung eines 
A uto-Gain- Verfahrens beschrieben ist. Beim Auto-Gain- 
Vcrlahrcn wird wiihrend der Datenaufnahine bzw. wahrend 25 
tier lichlopfischen Abtastung eines Objekts die Verstarkung 
der IX 4 ickioren, beispielsweise von Photomultipliern, dem 
laisachlich vorliegenden Dynamikbereich der MeBsignale 
angepaBu so dass dann bei konstanter Beleuchtungsintensi- 
tat eine nahezu ideale Bildinformation vorliegt. 30 

Weiterhin ist eine nachtragliche rechnergesteuerte Rekon- 
slruklion der gemessenen Daten moglich, die dem Auto- 
Gam- Verfahren nachenipfunden ist. 

Das Auto-Gain- Verfahren und die rechnergesteuerte Re- 
konstruktion liefem lediglich visuell der Eindruck eines bes- 35 
scren Bildes. Der Inform ationsgehalt der Messung bzw. das 
der Messung zugrundeliegende Signal-zu-Rausch-Verhalt- 
nis wird hierdurch nicht verbessert, da das MeBsignal selbst 
nicht beeinflusst wird. Insbesondere wird auch das Rau- 
schen verstarkt, bei einem zu geringen Signal- zu-Rausch- 40 
Vcrhaltnis der Messung konnen Artefakte vorgetauscht wer- 
den oder das MeBergebnis ganzlich unbrauchbar sein. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zu- 
grunde, ein Verfahren der gattungsbildenden Art auszuge- 
stalten und weiterzubilden, dass die Signalausbeute schon 45 
wahrend der eigendichen Datenaufnahme bzw. Messung 
optimiert wird. Des weiteren liegt der vorliegenden Erfin- 
dung die Aufgabe zugrunde, ein Rastermikroskop zur Opti- 
mierung der Signalausbeute schon wahrend der eigendichen 
Datenaufnahme bzw. Messung anzugeben. 50 

Die voranstehende Aufgabe wird durch die Merkmale des 
Patentanspruchs 1 gelost. Danach ist ein Verfahren zur bcht- 
optischen Abtastung eines Objekts, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Regelung in Abhangigkeit von der jeweiligen 
Fokusposition im Objektbereich des gerasterten, fokussier- 55 
ten Lichtstrahls erfolgt. 

ErfindungsgemaB ist zunachst erkannt worden, dass eine 
Verbessenmg der Signalausbeute bei lichtoptischen Abtast- 
verfahren durch eine Anpassung bzw. Regelung der Intensi- 
tat des verwendeten Lichts erzielt werden kann. Wenn die 60 
Anpassung bzw. Regelung dann auch in Abhangigkeit von 
dem jeweiligen Abtastort bzw. der jeweiligen Fokusposition 
erfolgt, kann die Signalausbeute sogar optimiert werden. 
Diese erfindungsgemaBe \forgehensweise ist insbesondere 
dann von groBcm Vortcil, wenn das gcmcsscnc Signal der 65 
lichtoptischen Abtastung ein zu geringes Signal- zu-Rausch- 
Verhaltrris aufweist. Durch die Regelung der Lichtintensitat 
wird das abzutastende Objekt mit mehr oder weniger licht 
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beaufschlagt, dass zu detektierende Streu-, Reflektions- oder 
Fluoreszenzlicht kann so mit zumindest in einem gewissen 
Bereich in seiner Intensitat entsprechend erhoht bzw. verrin- 
gert werden. Uber die Lichtintensitatsregelung kann letzt- 
endlich eine Anpassung bzw. Regelung des Detektionslichts 
an den Dynamikbereich des verwendeten Detektors erzielt 
werden. 

Im Konkreten konnte die Regelung der Intensitat des 
Lichts in Abhangigkeit von der jeweiligen axialen Fokuspo- 
siuon erfolgen. Dies ist insbesondere dann von Vorteil, 
wenn ein zumindest teildurchlassiges, dreidimensionales 
Objekt optisch abgetastet wird und wenn in Abhangigkeit 
der axialen Fokusposition des Abtaststrahls in dem dreidi- 
mensionalen Objekt eine zumindest Jeilweise Absorption 
des Beleuchtungslichts auftritt. Dementsprechend ware die 
Lichtintensitat zu erhohen, je tiefer der Uchtstrahl in das 
Objekt eindringt, also je tiefer die jeweilige Fokusposition 
ist. 

Ebenfalls ware eine Regelung der Intensitat des Lichts in 
Abhangigkeit von der jeweiligen lateralen Fokusposition 
denkbar. Dies ist insbesondere dann von Vorteil, wenn ein- 
zelne Objektbereiche das Beleuchtungslicht starker absor- 
bieren als die iibrigen Objektbereiche. In diesem Fall konnte 
eine Erhohung der Lichtintensitat gerade dann erfolgen, 
wenn der abzutastende lichtoptische Strahl sich an einer sol- 
chen stark absorbierenden lateralen Abtastposition befindet. 

Die Fokusposition bzw. die Fokuspositionen sind von 
dem Benutzer vorgebbar. Letztendlich legt der Benutzer den 
axialen und/oder lateralen zwei- bzw. dreidimensionalen 
Bereich fest, der vom Objekt lichtoptiscb abgetastet wird. 
Die Festlegung des abzutastenden Objektbereichs konnte 
automatisch oder interaktiv erfolgen, im letzteren Fall 
konnte der Benutzer den Bereich an der Steuer- bzw. Rege- 
lungseinheit des entsprechenden lichtoptischen Abtastgerats 
eingeben. 

In einer alternativen Ausfuhrungsform erfolgt die Rege- 
lung der Intensitat gemaB einer analytischen Formel. Die 
analytische Formel konnte eine Verknupfung der Ortskoor- 
dinate der jeweiligen Fokusposition des Abtaststrahls im 
Objekt mit dem jeweiligen einzustellenden bzw. zu regeln- 
den Intenstitatswert des lirfjts sein. Auch konnte die Ab- 
tastgeschwindigkeit des lichtoptischen Strahls in die analy- 
tische Formel einbezogen werden. 

Ist die gesamte Absorption des beobachtenden Objekts 
vernachlassigbar oder gering,'d. h. das Objekt weist eine 
Absorption von maximal 10% auf, konnte die Regelung der 
Intensitat des Lichts gemaB dem Lambert-Beer'schen Ge- 
setz erfolgen. Diese Regelungsvariante ist bevorzugt fur 
eine Lichtintensitatsanpassung zweckdienlich bei der unter- 
schiedliche axiale Fokuspositionen entsprechender dreidi- 
mensionaler Objekte bchtoptisch abgetastet werden, da 
hierdurch Absorptionsverlnste des Beleuchtungslichts im 
Objekt ausgeglichen werden konnen. 

In einer konkreten Ausfaihrungsform erfolgt die Regelung 
der Intensitat des Lichts mit einem Auto-Gain- Verfahren. 
Hierbei wird die Lichtintensitat an den gemessenen Dyna- 
mikbereich der MeBwerte angepaBt. 

Weiterhin ist eine Kombination der bislang beschriebenen 
Regelungsmoglichkeiten denkbar. Beispielsweise konnte 
die Intensitatsregelung des Lichts beziiglich der jeweiligen 
axialen Fokusposition gemaB dem Lambert-Beer'schen Ge- 
setzt erfolgen, beziiglich der jeweiligen lateralen Fokusposi- 
tion eine analytische Formel zugrundeliegen, sowie insge- 
samt eine Regelung der Lichtintensitat mit einem Auto- 
Gain- Verfahren erfolgen. 

Bei der Regelung der Lichtintensitat konnte ebenfalls der 
Brechungsindex des Einbetlungsmediums des Objekts bzw. 
der Brechungsindex des Objekts selbst beriicksichtigt wer- 
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den. Auch die Berucksichtigung von Brechungsindexuber- 
gangen, beispielsweise vom Deckglas zum Objektmedium, 
ist denkbar. 

Tn einer konkreten Ausfiihrungsform erfolgt die Regelung 
der Intensitat des Lichts in Verbindung mil einem im Steuer- 
rechner des Rastermikroskops implementierten Expertensy- 
stem. Dieses Expertensystem beriicksichtigtdie Eigenschaf- 
ten des Objekls selbst, die Eigenschaften eines eventuellen 
Einbettungs- bzw. Objektmediums, die physikalischen 
Randwerte, die MeBanordnung sowie eine obere Grenze der 
Lichtintensitat, mil der das Objekt maximal beaufschlagt 
werden darf. Auch diese Intensitatsregelung des Lichts 
konnte von dem Benutzer interaktiv beeinfluBt werden. 

In vorteilh after Weise wird die Information iiber die Re- 
gelung der Intensitat des Lichts wahrend einer Datenauf- 
nahme bei einer E>atenvisualisierung beriicksichtigt. So wird 
jedem detektierten Bildpunkt neben seinem Intensitatswen 
und seiner Ortskoordinaic der seiner Mcssung zugrundclic- 
gende Bcleuchtungsiniensitatswert zugewiesen. Eine Da- 
tenvisualisierung konnte entweder simultan oder nach der 
Datenaufnahme erfolgen. Eine simuitane Datenvisualisie- 
rung konnte beispielsweise mil dem Steuer- bzw. Rege- 
lungsrechner des Rastermikroskops erfolgen. Ganz beson- 
ders von Vorlei! ist die Beriicksichtigung der Information 
iiber die Regelung der Intensitat des Lichls wahrend einer 
Datenaufnahme fur ein Computer-Retaurationsverfahren 
bzw. einem digitalen Rekonsiuklionsverfahren. Diese Re- 
staurations- bzw. Rekonsiruktionsverfahren gehen im Allge- 
meinen von einer konstanten Beleuchtungsintensitat aus,die 
bei diesem erfindungsgemaBen Verfahren nicht vorliegt. 
Dementsprechend konnlen diese Restaurations- bzw. Re- 
konstruktions verfahren bei Beriicksichtigung der Informa- 
tionen iiber die Regelung der Intensitat des Lichts wahrend 
der Datenaufnahme dennoch angewandt werden. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform erfolgt die Regelung 
der Intensitat des Lichts mil einem im Strahlengang des Ra- 
stermikroskops angeordneten aktiven optischen Element. 
Dies ist insbesondere deshalb vorteilhaft, da ein solches ak- 
tives optisches Element eine schnelle, reproduzierbare und 
genaue Lichtintensitatsregelung zulaBt. Als aktives opti- 
sches Element konnte beispielsweise ein AOM (Acousto- 
Optical-Modulator) eingesetzt werden. Ebenso ist die Ver- 
wendung eines AOTF (Acouosto-Optical-1\inable-Filter) 
oder eines AOD (Acousto-Optical-Defiector) denkbar. 

Alternativ hierzu konnte die Regelung der Intensitat des 
Lichts mit einem im Strahlengang des Rastermikroskops an- 
geordneten passiven optischen Element erfolgen. Dieses 
passive optische Element konnte beispielsweise eine rotie- 
rende Graufilterscheibe mit unterschiedlichen azimutalen 
Trans missionswerten sein. Die Regelung der Intensitat des 
Lichts konnte auch mit der Lichtquelle selbst bzw. mit der 
deren Steuereinheit realisiert werden. 

Die Ansteuerung des im Strahlengang des Rastermikro- 
skops angeordneten aktiven oder passiven optischen Ele- 
ments oder der Lichtquelle selbst konnte durch den Steuer- 
rechner des Rastermikroskops erfolgen. Da der Steuerrech- 
ner in der Regel die Abtastung des Objekts steuert bzw. re- 
gelt, daher die jeweilige laterale bzw. axiale Fokusposition 
kennt, ist insbesondere eine unmittelbare und schnelle An- 
steuerung bzw. Synchronisation der Intensitatsregelung des 
Lichts mit dem Steuerrechner zweckdienlich und vorteil- 
haft. 

In einer alternativen Ausfuhrungsform wird die Trans- 
mi ssionsdetektionsvorrichtung des Rastermikroskops in 
Abhangigkeit der jcwciligcn Fokusposition im Objcktbc- 
reich des gerasterten, fokusierten Lichtstrahls derart ange- 
paBl, dass mit derTransmissionsdetektionsvorrichtung eine 
maximale Signalausbeute detektierbar isL Diese Anpassung 



kann entweder zusalzlich zur Iichiintensitaisregelung oder 
unabhangig davon durchgefuhrt werden. 

Diese Anpassung konnte in Abhangigkeit der jeweiligen 
axialen Fokusposition des gerasterten, fokussierten Licht- 

5 strahls erfolgen. Zur Anpassung der Transmissionsdeiekti- 
. onsvorrichtung an die jeweilige axiale Fokusposition konnte 
das Linsensystem der Transirdssionsdetektionsvorrichtung 
in axialer Richtung positionieii werden. Hierdurch kann 
letztendlich sichergestellt werden, dass samtliche Detekti- 

10 onsstrahlen, die von der numerischen Aperturdes Iinsensy- 
stems der Transmissionsdetektionsvorrichlung erfafit wer- 
den, auch auf den Transmissionsdetektor abgebildet und von 
Dim detektiert werden. Alternaliv hierzu konnte auch eine 
Anderung der VergroBerung des Linsejisystems der Trans- 

15 missionsdetektionsvorrichtung erfolgen. 

Die Anpassung des Transmissionsdetektors der Trans- 
missionsdetektionsvorrichtung in Abhangigkeit von der je- 
weiligen axialen Fokusposition ist cbcnfaUs denkbar. Insbe- 
sondere konnte die Anpassung durch eine Positionierung 

20 des Transmissionsdetektors in axialer Richtung erfolgen. 
Auch eine Kombination der Anpassung des Linsensystems 
und des Transmissionsdetektors kann in vorteilhafter Weise 
die Signalausbeute der Transmissionsdeteklionsvorrichtung 
maximieren. 

25 Des weiteren wird ein Rastennikroskop zur Losung der 
eingangs genannten Aufgabe angegeben, bei dem das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren und dessen Weiterbildungen An- 
wendung finden. 
Das erfindungsgemaBe Rastennikroskop wird zur Anre- 

30 gung bzw. Detektion von Fluoreszenzobjekten eingesetzt, 
die mit einem Ein-, Zwei- oder Mehr-Photonen-Anregungs- 
prozeB anregbar sind. Insbesondere bei den Zwei- bzw. 
Mehr-Photonen-AnregungsprozeBen ist es moglich, Objekt- 
bereiche abzutasten und zu detektieren, die von dem Uber- 

35 gang Deckgias-Objektmedium weiter entfemt sind, sozusa- 
gen uefer in der Probe lokalisieit sind. Da der Anteil des im 
Objektbereich gestreuten Anregungslichts mit zunehmen- 
den Abstand von dem Ubergang Deckgias-Objektmedium 
zunimmt, ist eine Zwei- bzw. Mehr-Photonten-Fluoreszenz- 

40 Anregung nicht mehr optimal und liefert nur noch ein gerin- 
ges Fluoreszenzsignal. 

Daher ist ein Rastennikroskop zur Anwendung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens in der Lage, in Abhangigkeit des 
Abstands Deckglas-Objektbereich genugend Lichtintensitat 

45 fur einen effizienten Zwei- bzw. Mebr-Photonen-Anre- 
gungsprozeB zu Verfugung zu stellen. Aufgrund der Intensi- 
tatsabhangigkeit des Zwei- bzw. Mehr-Photonen-Anre- 
gungsprozesses ist eine Fluoreszenzanregung nur im Fokal- 
volumen des Rastermikroskops gegeben. Objektbereiche 

50 oberhalb und unterhalb der aktuellen Fokusposition werden 
hierbei nicht zur Fluoreszenz angeregt. Daher findet auch 
fur die Bereiche auBerhalb der Fokusposition kein Ausblei- 
chen des Fluoreszenzfarbstoffs statL 
Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die Lehre der 

55 vorliegenden Erfindung in vorteilhafter Weise auszugestal- 
ten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits auf die dem Pa- 
tentanspruch 1 nachgeordneten Patentanspruche, anderer- 
seits auf die nachfolgende Erlauterung von Ausfuhrungsbei- 
spielen der Erfindung anhand der Zeichnungen zu verwei- 

60 sen. In Verbindung mit der Erlauterung der bevorzugten 
Ausfuhrungsbeispiele anhand der Zeichnungen werden 
auch im allgemeinen bevorzugte Ausgestaltungen und Wei- 
terbildungen der Lehre erlautert In den Zeichnungen zeigt 
Fig. 1 in einer schematise hen Darstellung ein Block- 

65 schaltbild cincs crstcn Ausfubrungsbcispicls cincs erfin- 
dungsgemaBen Rastermikroskops, 

Fig. 2 in einer schematischen Darstellung ein XZ-Schnitt 
des Objektbereichs eines erfindungsgemaBen Rastermikro- 
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skops. 

In Fig. 1 ist ein Blockschaltbild eines Rastermikroskops 1 
zur Zwei-Photonen-Anregung vod Fluoreszenzobjekten ge- 
zeigt. 

ErfindungsgemaB kommt bei dem Rastermikroskop 1 das 5 
Verfahren zur lichtoptischen Abtastung eines Objekls zurn 
Einsatz. Hierbei wird die Regelung der Intensitat des Lichis 
in Abhangigkeit von der jeweiligen Fokusposition 2 im Ob- 
jektbereich 3 des gerasterten, fokussierien Lichtstrahls 
durchgefuhrt. Die Regelung der Intensitat des Licht erfolgt 10 
hierbei in Abhangigkeit der jeweiligen axialen Fokusposi- 
tion in Richtung Z. Der aufzunehmende Objektbereich wird 
vor der eigentlichen Datenaufnahme vom Benutzer vorge- 
geben. Hierbei kann sich der Bereich entlang der optischen 
Achse 4 des Mikroskopobjektivs 5 vom Ubergang vom 15 
Deckglas 6 zurn Objektbereich 3 bis hin zum maximalen Ar- 
beitsabstand des Mikroskopobjektivs 5 erstrecken. Im All- 
gcmcincn wird sich der den Benutzer intcrcssicrcndc Be- 
reich bezuglich der Fokalebene 16 des Mikroskopobjektivs 
5 von einem Bereich 14 oberhalb der Fokalebene 16 zu ei- 20 
nem Bereich 15 unterhalb der Fokalebene 16 in Z-Richtung 
erstrecken. Die Regelung der Intensitat des Anregungslichts 
erfolgt hierbei in gemaB einer analytischen Formel und zwar 
steigt die Lichtintensitat linear mit dem Abstand zwischen 
der axialen Fokuslage und dem Ubergang Deckglas 6 - Ob- 25 
jektmedium 3. Bei der Regelung wird ebenfalls der Bre- 
chungsindex des Immersionsmediums 19, des Einbettungs- 
mediums bzw. des Objektbereichs 3 beriicksichtigt. Falls le- 
diglich eine einzelne Bikiebene in XY-Richtung (lateral) 
aufgenommen wird, erstreckt sich der aufgenommene Be- 30 
reich in Z-Richtung uber den Tiefenscharfenbereich 17 des 
Mikroskopobjektivs 5. 

Der Fig. 1 ist entnehmbar, dass die eigentliche Regelung 
der Lichtintensitat mit einem im Strahlengang 7, 8 des Ra- 
stermikroskops 1 angeordneten aktiven optischen Element 9 35 
erfolgt. An das aktive optische Element 9 ist als AOTF 
(Acousto-Opucal-Tunable-Filter) ausgefiihrt und ist in der 
Lage, das von dem Laser 10 emittierte Laserlicht 7 hinsicht- 
lich der Intensitat zu regeln. Der Regelbereich des aktiven 
optischen Elements 9 erstreckt sich von 100% bis 0%, d. h. 40 
das das AOTF 9 durchlaufene Licht 8 weist entweder die 
gteiche Intensitat wie das vom Laser 10 emittierte Licht 7 
auf (100%) oder hat den Intensitatswert 0. Jeder Zwischen- 
wert kann ebenfalls mit dem AOTF 9 eingestellt werden. 

Das AOTF 9 wird vom Steuerrechner 11 uber eine ent- 45 
sprechende Verbindung 12 angesteuert. Der Steuerrechner 
11 steuert bzw. regelt uber die Verbindung 13 den Scanvor- 
gang des Rastermikroskops 1. Daher ist die aktuelle Fokus- 
position 2 des fokussierien, gerasterten Laserstrahls 8 dem 
Steuerrechner 11 bekannt, der uber Leitung 12 das AOTF 9 50 
mit einer hinreichenden Geschwindigkeit ansteuern kann. 

In Fig. 1 ist lediglich schematisch die Transmissionsde- 
tektionsvorrichtung 13 des Rastermikroskops 1 gezeigt. Es 
handell sich hierbei urn einen sogenannten "Non-Descan- 
ned-Detector". Hierbei wird das Fiuoreszenzlicht nicht von 55 
einem Scanspiegel zu einem ortsfesten Lichtstrahl transfor- 
miert, der dann iiber ein Detektionspinhole mit nachgeord- 
netem Photomultiplier nachgewiesen wird, sondern das 
Fiuoreszenzlicht wird direkt im Transmissions-Modus de- 
tektiert. Da der Ruoreszenzlichtstrahl nicht ortsfest ist, wird 60 
ein fiachenfbnniger Detektor ohne Detektionspinhole ver- 
wendet. 

Im konkreten wird das Detektionssignal der Transmissi- 
onsdetektionsvorrichtung 13 dadurch maximiert, dass die 
jcwciligc Position des Transmissionsdctcktors der jewcili- 65 
gen Fokusposition 2 des Anregungslichts 8 angepafit wird, 
indem eine Positionienmg des Transmissionsdetektors in 
axialer Richtung erfolgt Somit wird das Fiuoreszenzlicht 



der jeweiligen Fokusposition 2 auf denTransmissionsdetek- 
tor abgebildet. Hierbei ist die gesamte numerische Apertur 
des Transmissionslinsensystems ausgenutzt, sie ist durch die 
auBeren Detektionsstrahlen 18 angedeutet. 

AbschlieBend sei ganz besonders darauf hingewiesen, 
dass die voranstehend erorterten Ausfuhrungsbeispiele le- 
diglich zur Beschreibung der beanspruchten Lehre dienen, 
diese jedoch nicht auf die Ausfuhrungsbeispiele einschran- 
ken. 

Paten tanspruche 

1. Verfahren zur lichtoptischen Abtastung eines Ob- 
jekts, vorzugsweise bei der Rastermikroskopie, insbe- 
sondere bei der konfokalen Laserscanning-Mkro- 
skopie, wobei die Intensitat des Lichts geregelt wird, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Regelung in Ab- 
hangigkeit von der jewcibgen Fokusposition (2) im 
Objektbereich (3) des gerasterten, fokussierien Licht- 
strahls erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
nel, dass die Regelung der Intensilat des Lichts in Ab- 
hangigkeit von der jeweiligen axialen Fokusposition 
erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Regelung der Intensitat des Lichts in 
Abhangigkeit von der jeweiligen lateralen Fokusposi- 
tion erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnel, dass die Fokuspositionen in ei- 
nem Objektbereich liegen, der vom Benutzer vorgeben 
wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnel, dass die Regelung der Intensitat 
des Lichts gemaB einer analytischen Formel erfolgt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnel, dass die Regelung der Intensitat 
des Lichts gemaB des Lambert-Beer'schen Gesetzes er- 
folgt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Regelung der Intensitat 
des Lichts mit einem Auto-Gain- Verfahren erfolgt. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnel, dass die Regelung der Intensitat 
des Lichts aus einer Kombination der Regelungsmog- 
lichkeiten nach den Anspruchen 5 bis 7 erfolgt 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnel, dass zur Regelung der Intensitat 
des Lichts der Brechungsindex des EinbeUungsmedi- 
ums des Objekts beriicksichtigt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnel, dass die Regelung der Intensitat 
des Lichts in Verbindung mit einem im Steuerrechner 
des Rastermikroskops impiementierten Expertensy- 
stem erfolgt. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Information uber die 
Regelung der Intensitat des Lichts wahrend einer Da- 
tenaufnahme bei einer Datenvisuatisierung beriicksich- 
tigt wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Information uber die 
Regelung der Intensitat des Lichis wahrend einer Da- 
tenaufnahme bei einem Computer-Restaurationsver- 
fahrcn bzw. einem digitalcn Rckoostniktioiisvcifahrcn 
beriicksichtigt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Regelung der Intensitat 
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des Lichts mit einem im Strahlengang (7, 8) des Raster- 
mi kroskops (1) angeordnelen aktiven optischen Ele- 
ment (9) erfolgt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als aktives optisches Element (9) ein 5 
AOM (Acousto-Optical-Modulator) verwendet wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als aktives optisches Element (9) ein 
AOTF (AcoustoOptical-Tunable-Filter) verwendei 
wird. »0 

16. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als aktives optisches Element (9) ein 
AOD (Acousto-Optical-Deflector) verwendet wird. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Regelung der Intensitat 15 
des Lichts mit einem im Strahlengang (7, 8) des Raster- 
mi kroskops (1) angeordnelen passiven optischen Ele- 
ment (9) erfolgt. 

18. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass als passives optisches Element (9) eine 20 
Graufilterscheibe verwendet wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Regelung der Intensitat 
des Lichts an der Lichtquelle (10) erfolgt. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 19, 25 
dadurch gekennzeichnet, dass der Steuerrechner (11) 
des Rastermikroskops (1) das aktive oder das passive 
Element (9) oder die Lichtquelle (10) ansteuert 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Transmissionsdetekti- 30 
onsvorrichtung (13) des Rastermikroskops (1) in Ab- 
hangigkeit von der jeweiligen Fokusposition (2) im 
Objektbereich des gerasterten, fokussierten Licht- 
strahls derart angepasst wird, dass mit der Transmissi- 
on sdetektionsvorrichtung (13) eine maxirnale Signal- 35 
ausbeute detektierbar ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Linsensystem der Transmissionsde- 
tektionsvorrichtung in Abhangigkeit von der jeweili- 
gen axialen Fokusposition (2) entsprechend angepasst 40 
wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Anpassung durch eine Positio- 
nierung des Linsensystems der Transmissionsdetekti- 
onsvorrichtung (13) in axialer Richtung erfolgL 45 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Anpassung durch 
eine Anderung der VergoGerung des Linsensystems der 
Transmissionsdetektionsvorrichtung (13) erfolgt. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 24, 50 
dadurch gekennzeichnet, dass der Transmissionsdetek- 
tor derTransmissionsdetektionsvorrichtung (13) in Ab- 
hangigkeit von der jeweiligen axialen Fokusposition 
(2) entsprechend angepasst wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, dass die Anpassung durch eine Posiuonie- 
rung des Transrnissionsdetektors der Transmissionsde- 
tektionsvorrichtung (13) in axialer Richtung erfolgt. 

27. Rastermikroskop zur Anwendung des Verfahrens 
zur Intensitatsregelung nach einem der Anspruche 1 bis 60 
26, dadurch gekennzeichnet: dass Fluoreszenzobjekte 
mit einem Ein-Photonen-Anregungsprozess anregbar 
sind. 

28. Rastermikroskop zur Anwendung des Verfahrens 
zur Intensitatsregelung nach einem der Anspruche 1 bis 65 
26, dadurch gekennzeichnet, dass Fluoreszenzobjekte 
mit einem Zwei-Photonen-Anregungsprozess anregbar 
sind. 



29. Rastermikroskop zur Anwendung des Verfahrens 
zur Intensitatsregelung nach einem der Anspruche 1 bis 
26, dadurch gekennzeichnet, dass Fluoreszenzobjekte 
mit einem Mehr-Photonen-Anregungsprozess anregbar 
sind. 
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